








学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年 月 日
学位 授与の要 件
研 究 科 専 攻










農 博 第233、 号
昭 和54年3月27日
学 位規 則 第5条 第1項 該 当
東北大 学大 学院農学研 究科
(博 士課程)農 芸化学専攻
非 ピス トン蛋 白質 とDNAお よび
ピス トンとの相互作用 に関す る研
究 一主 として円偏光二色性 か
ら見た相互作用 一
論 文 審 査 委 員 (主 査)
教 授 志 村 憲 助 教 授 山 下 恭 平
助教授 長 山 英 男
一754一
論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
高等生物の細胞核に局在するクロマチンは,DNA,ピ ス トン,非 ピス トン蛋白質(以 後NHPと
記す。)お よび微量のRNAを 含 む糸状 の構造体より成 る。近年,遺 伝情報発現機構の解明を目的
として,ク ロマチンの研究は急速に進展しτ来た。その結果,ク ロマチ ン中で核蛋白質 はDNAと
結合し高度に特異的な構造体を形成 し,こ れから特定の遺伝情報がRNAと して読み出されてくる
と考え られている。その反応機構を明 ら々 〉にす るには,ク ロマチン構造とクロマチン構成成分の相
互作用について基礎的な知見を得ることが不可欠と考え られる。
ピス トンにっいては近年研究が急華 に進展 し,分 離,精 製及び→欠構造決定が完了 した。これら
の研究から,ピ ス トンはH2A,H2B,H3,H4各2分 子か らなるOctamerを 形成 し,こ れにDNA
が巻きつき数珠状の構造をとり,ク ロマチンの基本骨格を成すことが明らかとなった。
これに対 し,NHPに 関する研究はその分離が困難 なことから大幅に遅れ,現 在でもその性質 は
ほとん ど知 られていない。
当生物化学研究室では以前 よりNHPの 分離精製の研究を進め,そ れに成功 した。そこで本研究
においては,現 在までほとんど明 らかにされていないNHPの 性質及びDNA,ピ ス トンとの相互
作用の様式を知ることを目的として研究を進めた。
第2章 豚 胸 腺 か らDNAお よ び ピス トンの調 製
DNAはKay,Simmonsの 方 法 を 用 いてcrudeのDNAを 調 製 し,そ の 後Murmerの 方 法 に よ り
RNaseお よびPronaseで 処 理 し,残 余 のRNAお よ び 蛋白質 を 除 去 し精製DNAを 得た 。
全 ピス トンは ク ロ マ チ ンよ り0.25N塩 酸 で 抽 出 し,水 に対 し透析 後,凍 結 乾 燥 し た。
ピス トンの 各 成分 はJohnsの 方 法 に よ り分 別 抽 出 し,そ の後Blb-GelP-100に よ る ゲル 炉過 で
精 製 し た。
第3章 豚胸腺NHPの 調製
NHPの 分離調製法は現在まで適当な方法がなかったので,本 研究ではFig.1に 示すような新しい
分離調製法を試みた。 この方法は,比 較的容易に大量のNHPを 分離調製する目的の実験に適 して
いる。 このようにして分離されたNHPは 少なくも50種以上になり,そ れらのアミノ酸組成からみ
ると,酸 性 蛋白質か ら塩基性蛋 白質にわたり多種多様の蛋白質が含まれており,ま た分子量に関し
ても高度に分散 している事実が明らかになった。ζのようにNHPは 種類が多 く各成分を単離する
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こ とは 多 大 な時 間 を要 す るの で1.NHPの 代 表 的 な成 分4種 を選 び,こ れ ち を以 後 の実 験 に 供 した 。
これ らは 単一 な成 分 か らな るので は な くhetemgeneousで あ.るが(F1g.2),類 似 の性 質 を も った
画分 と して取 り扱 った。NHP-1とNHP-2.は 酸 性 蛋 白 質,NHP-3は 中 性 か らや や塩 基 性,
NHP-4は 塩 基 性 め 蛋 白質 で あ った(Table1)。
第4章 再構成法 の検:討
DNAと ク ロマ チ ン蛋 白質 の 相互 作 用 を 研究 す る場 合..再 構成 の条 件 が まず 問 題 とな る。 そ こで,
ク ロマ チ ンま た はDNA+全 ピ ス トンを6Murea-2MNaCI-2×1Q-3MTris-HCIr25×10呵M
EDTA(pH7.8)中 に溶 解 した 後,.①2MNaC1中 でurea濃 度 を段 階 的 に 減少(ureagradient法)
②6Murea中 でNaC膿 度 を段 階 的 に減 少(NaClgrad姶nt法)③ureaとNaC1濃 度 を 同 時 に段 階
的 に減 少(urea-NaCIgradient法)の3種 の 条 件 下 で 再構 成 し,再 構成 過 程 お よ び生 成 物 の性 質
をCDス ペ ク トル に よ り測 定 した。2×10一3MTris-HCI-2.5×10-4MEm⊃A(pH7.8)中 での 各
再 構 成 ヌク レオ.ピス トンのCDス ペ ク トル を測 定 す る と再構 成 の 条件 の影 響 が顕 著 に出 て い る こ と
が 明 ら.かとな った(Fjg.3)。 そ こで 再構 成 過 程 を 追跡 した 結 果,次 の よ うな こ とが 明 らか とな っ
た 。
①DNAに 基 づ く正 のCD帯:ureagradientで は.再構 成 過程 を通 して ほ と ん ど変 化 が み られ な
い。NaCIgradientで はNaCI儂 度 の 減 少 と と も に正 のCD帯 が 増 加 し,最 終 段階 のurea除 去 と と
も に急激 に減 少 ② 蛋 白質 由来 の 負のCD帯 .:ureagradおntに おい て は 顕著 な α一helixの 再 形成
が 認 め られ た。NaC】gradientで は6Mur〔 珍存 在 中 はrandomcoilの 状 態 を維 持 し,最 終段 階で
ureaの 除去 とと も に急 激 な α 一helixの 形 成 が認 め られ た が α一helix含 量 はuleagradientの 場 合
の1/2程 度 で あ った(Fig.4～7)。
こ こで 検討 した3つ の条 件 で はureagrad把nt法 が比 較 的nativeな ク ロ マ チ ン に近 い 再構 成 物 を 与
え る こ とが 明 らか と な った。
第5章DNAとNHPの 相互 作 用
DNAとNHP(NHP1～4)の 相 互作 用をureagradient,NaClgradientお よ びDNAにNHP
を 直接 加 え たdirectInixingの3種 の 方 法 で再 構 成 し,CDス ペ ク トルを 測定 す る と,.NHPと の 結
合 に よ りDNAはB型 か らC型 へ 変 化 した(Fig.8,9)。 ま た ピス トンに比 し,NHP-DNA複 合
体 の α一helix含 量は 少 な い こ とが 明 らか とな っ たご また 再構 成 法 によ.る差 異 が少 な い こ.とが 明 ら か
とな っ たの で,以 後DNA-NHPの 相 互 作 用 の検 討 はd晩ctmixing法 で行 な っ た。
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そ こでNHP単 独 とDNA-NHP複 合体 のCDス ペク トル を比 較 し た所,NHP-1はDNA荏 在..ド
で α一helbく含 量が 著 し く増 大 す るこ とを 発 見 した 。 これ に対 し,他 のNHP成 分 で は α一helix含 量
に変 化 は な か った(FigjO)。
第6章NHPの イ オ ン 強 度 変 化 に と も な う 高 次 構 造 変 動
第5章 で 明 らか とな ったDNA-NHP-1複 合 体 で の α一helix含 量 増 大 の 原 因 は,NHP-1の 持
つ 電 荷 がDNAの リ ン酸基 に よ り中 和 され た た め と考 え られ た。 核 蛋 白質 の 電 荷 の 中 和 は,NaC1
な ど のイ オ ン存 在 下 で 同 様 に お こる こ とが知 られ て い るの で,NaCl濃 度 変 化 に と もな う ヒ ス トシ
お よ びNHPの 構 造 変 動 を調 べ た。 その 結 果,ピ ス トンで はNaCl濃 度 の上 昇 と と もに α一helix含
量 が 増 大 した 。 これ に対 し,NHP-1で は0.4MNaClま で α一hehx含 量 が 増 大 し,0.5MNaC1以
上 で は 減少 す る こ とが 明 らか と な った。0.4MNaC1ま で α一he欺 含 量 が 増 大 す ることか ら前 記DNA
存 在 下 で のNHP-1の α一helix含 量増 大 の原 因 の 一 つ は,NHP-1の 持 つ 電 荷 がDNAの リン酸 基
に よ り中 和 さ れた 為 と考 え られ た 。
他 方,NHP-2はNaCl濃 度 の上 昇 とと もに α一he】ix含 量 が徐 々 に減少 す る こ と,ま た,NHP-
3お よびNHP-4で は ピス トン と同 様 にNaC1濃 度 上 昇 と と もに α一helix含 量 が 増 加 し,同 じNHPで
あ って も その 性 質 は異 な る こ と が明 らか とな った(Fig11,12)。
第7章DNA,ピ ス ト ンお よびNHP3者 間 の 相互 作 用
DNA,ピ ス トンわ よ びNHP間 の相 互 作 用を 知 る 目的 で,前 記ureagr瓠ient法 に よ り3者 の再
構 成 体 を 調 製 し,CDス ペ ク トル を 測 定 した。 これ らをDNA一 ピス トン複 合 体 と比 較 す ると,DNA
由 来 の 〔B〕275の値 が3者 か らな る複 合体 で は 増 大 す る こ とが 明 らか とな った 。(Figレ13,14)。.こ れ
は,DNA一 ヒス トン ーNHP3者 の 存 在 下 で は じめ て 観察 され る現 象 で あ る。
第8章 総 括
1)NHPとDNAお よ び ピス トンの 相互 作 用 に つ い て 研 究 す る 目的 で,豚 胸 腺 よ りNHPの 分 離 お
よ び調 製 法 を 検 討 し,新 しい実 用的 な 方 法 を確 立 した 。 そ の 結果,N且Pの 種 類 は極 め て多 く50種
以 上 に・も及 ぶ こ とが 明 らか に な ったの で,そ の 中 よ り代 表 的 な構 成 成 分 と して4グ ル ー プのNHP
画 分(NHP-1,NHP-2,NHP-3お よ びNHP-4と 命 名)を 選 び,そ れ ら とDNAお よ び ピス
トンとの 相 互 作 用 につ い て主 と してCDを 用 い て 研究 した 。
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2)NHPの 構造 は溶液 中の塩濃 度 によ り顕 著 な変化を示 し,塩 濃度上 昇とともに α一he】ix含量 が減 少 す る
成 分(NHP-1,NHP-2)お よ びα 一helbζ含 量 が 増 加す る成 分(NHP-3,NHP-4)の2種 が
存在 す る こ とを発 見 した 。
3)NHP-1はDNAと の 相 互 作 用 によ り α一helixを 形 成 す る特性 を 有 す る こと を 見 つ けた(他 の
NHP画 分 および全 て の ピス トンは この様 な性 質 を 示 さ ない。)。
4)NHPがDNAに 結 合す る とDNA由 来 の 〔θ〕275の値 は減 少 す る。 ピ ス トンも 同 様 の 作 用 を 示 す
が,'こ れ に対 し,DNA一 ヒ ス トン ーNHP3者 の 複 合 体 が 形 成 され ると 〔θ〕275の値 は著 し く増 大 す
るこ とを 見 つ け た。 こ の事 実 は ク ロ マ チ ンの 構 造 形 成 には3者 間 の 相 互 作 用 が 重要 な 因 子 とな る こ
と を示 して い る。
5)上 記 の 結果 を 総 合す ると,NHP中 に は明 らか に ピ ス トンとは著 し く異 な った 性 質 を示 す 成
分 が存 在 し,そ れ らはDNAお よ び ピス トン との 相 互 作 用 を 介 して ク ロマ チ ンの高 次構 造 に 変 化 を
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審 査 結 果 の 要 旨
ク 目マチ ンにおけ る遺 伝 情報 発現 の 調 節機 構 を 解明 す る研 究 の基礎 と して,非 ピス トン蛋 白 質
(NHP)とDNAお よび ピス トンとの相 互 作 用 につ いて 研 究を 行 った 。NHPを 量 的 に調 製 す る研
究 がほ とん ど行われ てい なか った ので,著 者 は 豚胸 腺 よ りNHPを 系統 的 に分 画 ・調製す る新 しい 方
法 を確 立 した 。 本 法 に よ って得 られたNHPの 多数 の 画分 の 中か ら,NHPの 主要 成分 を含み,か つ
NHPの 性質 を代 表 す る と判 定 され る4画 分(NHP-1,NHP-2,NHP-3お よびNHP-4と
命 名)を え らび,DNAお よび ヒス トソ との 相互 作 用 実験 に供 した。 また,相 互作 用 の測 定 に は円 偏
光 二 色 性 を使 用 したQ
ク ロマ チ ソ蛋 白 質 とDNAと の相 互 作用 を 観 測す る場合,両 者 の複 合体 を 形成 させ る条 件 が先 づ 問
題 とな るので,そ の 条件 を 詳 細 に検討 した・そ の 結 果, .クロマ チ ン蛋 白 質お よびDNAを それ ぞ れ6
Murea-2MNaCl-2×10-3MTris・HGI-2.5×10『4MEDTA(pH7.8)に 溶 解
して お い た後 に 両者 を混 合 し,先 づ尿 素 濃 度を 徐 々 に減少 させ,そ の 後 食 塩濃度 を 減少 させ るurea
gradient法 が,も っ と もnativeに 近 い性 質 を 示す再 構 成物 を 得 る こ とを 明 らか に した。
つ い でNHPとDNAと の再 構成 過程 につ いてNHP種 との 関係 を 比較 し,NHP-1がDNAと の
結合 に よ り著 しい α 一ヘ リツ クス の増加 を 示 す こ とを認 め た。 また,NHP-1とNHP-2は,溶 液
中の 食塩 濃度 の 増加 と共 に α一ヘ リ ツ クス 含量 が 減 少す る 性質 が あ る こ とを 発 見 した。 この性 質 は ピ
ス トンとは全 く反 対 の性 質 で,NHPと ピス トンとの性質 の顕 著 な差異 と して興 味深 い 重要 な結 果で
あ る。 さ らに著 者 は,DNA一 ヒス トソーNHPの 複合体 の構 造 に対す るNHPの 役 割 に つい て検 討
し,NHPはDNA一 ピス トン結合物 に作 用 してDNAの 二重鎖 構 造 をB型 か らA型 へ 転 移 させ る傾
向があ る ことを 認め た。 この 事 実 は,NHPが ク ロマチ ンの鋳 型 活性 発現 の 調節 に関与 す る機 作 の解
析 に物 理化 学 的基 礎 を与 え る もの であ る。
以上の 如 く,本 研 究 はNEPの ク ロマ チ ンにお け る役 割 につい て 重 要 な 知見 を与 え る もの であ り,
著者 に農学 博 士の 学 位 を授 与 す る に充分 の 価値 ある もの と判 定 した。
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